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摘 要 : 本 试验 则 在 探究 不 同 生 理 阶 段 荷 斯 坦 奶 牛 瘤胃 细菌 多 样 性 。 选 取 处 于 围 产 前 期 、 泌 


乳 前 期 、 泌 乳 中 期 和 泌乳 后 期 的 经 产 蓓 斯 坦 奶 牛 各 4 头 ， 共 16 头 ， 采 集 瘤 胃液 用 于 测定 瘤 


胃 发 酵 参 数 和 提取 微生物 DNA， 采 用 Illumina Miseq PE300 平台 测定 瘤胃 细菌 组 成 。 结 果 


表明 : 10 围 产 前 期 奶牛 瘤 骨 微生物 和 蛋白、 乙酸 、 丁 酸 、 总 挥发 性 脂肪 酸 浓 度 与 乙酸 / 丙 酸 


显著 高 于 泌乳 期 (P<0.05)。 围 产 前 期 奶牛 瘤胃 丙 酸 浓度 显著 低 于 泌乳 期 (P<0.05)。2) Æ 


的 水 平 上 ， 围 产 前 期 奶牛 瘤 骨 内 的 优势 菌 门 为 拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 ， 泌 乳 期 奶牛 瘤胃 内 的 


优势 菌 门 则 为 拟 杆菌 门 、 变 形 菌 门 和 厚 壁 菌 门 。 围 产 前 期 奶牛 瘤胃 内 的 拟 杆菌 门 、SR1 细 


菌 、 蓝 菌 门 、 柔 膜 菌 门 、TM7 细菌 和 纤维 杆菌 门 的 相对 丰 度 显著 高 于 泌乳 期 C(P<0.05) ， 


而 泌乳 期 各 阶段 之 间 差 异 不 显著 〈P>0.05) ; 围 产 前 期 奶牛 瘤胃 内 的 变形 菌 门 的 相对 丰 度 


显著 低 于 泌乳 期 (P<0.05) 。3) 在 科 的 水 平 上 ， 围 产 前 期 奶牛 瘤胃 内 的 优势 菌 科 为 普 雷 


沃 开 菌 科 ， 而 泌乳 期 奶牛 瘤 骨 内 的 优势 菌 科 为 琥珀 酸 弧 菌 科 和 普 雷 沃 民 菌 科 。 围 产 前 期 奶 


牛 瘤胃 内 的 普 雷 沃 氏 菌 科 、 瘤 胃 菌 科 、 理 研 菌 科 、BS11 细菌 、RF16 细菌 、SR1 细菌 、 


Gastranaerophilales、 克 里 斯 腾 森 菌 科 、TM7 细菌 、RF9 细菌 和 纤维 杆菌 科 的 相对 丰 度 显著 


高 于 泌乳 期 (P<0.05) ， 围 产 前 期 奶牛 瘤 骨 内 的 琥珀 酸 弧 菌 科 、 毛 螺 菌 科 和 韦 荣 球菌 科 则 


显著 低 于 泌乳 期 CP<0.05) 。 综 上 得 出 ， 奶 牛 从 围 产 前 期 进入 到 泌乳 期 ， 瘤 骨 细 菌 多 样 性 


显著 降低 ; 泌乳 期 各 阶段 瘤 角 细菌 组 成 差异 较 小 。 
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奶牛 瘤胃 中 栖息 着 数量 庞大 ， 种 类 繁多 的 微生物 ， 它 们 能 够 降解 动物 摄取 的 粗 纤维 物 


质 ， 使 其 转化 成 能 被 自身 所 利用 的 营养 物质 。 已 有 研究 表明 ， 成 生 


EFE FI b f t UAE 


主要 包括 细菌 、 真 菌 、 原 虫 和 古 菌 ， 其 中 细 苗 含量 占 到 总 体 的 95%， 每 毫升 瘤 骨 液 中 活 菌 


数量 高 达 101 个 023， 其 在 消化 和 转化 饲料 为 短 链 脂肪 酸 和 微生物 蛋 


lumi 
mi 


vt 


EH (MCP) 时 起 着 至 关 


EE 要 的 作用 外。 反刍 动物 在 不 同 的 生理 阶段 ， 瘤 胃 细 菌 组 成 结构 可 能 变化 ， 探 究 这 种 变化 


网 律 对 于 揭示 瘤胃 代谢 与 反刍 动物 生产 性 能 的 关系 具有 重要 意义 。 郭 伟 巾 研究 表明 ， 山 羊 


M7 日 龄 到 3 月 龄 瘤胃 细菌 中 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) 相对 丰 度 逐渐 升 高 ， 随 后 逐渐 降 


低 ，6 月 龄 以 后 达到 稳定 ， 而 变形 菌 门 (Proteobacteria) 相对 丰 度 的 变化 趋势 与 之 相反 。 


Jami 等 加 研究 发 现 ， 初 生 犊 牛 与 成 年 牛 瘤 骨 菌 群 组 成 差异 显 音 ， 随 着 年 龄 的 增加 ， 瘤 骨 菌 


期 和 干 奶 期 的 肠 道 菌 群 结构 ， 结 果 显 示 不 同 生长 期 和 生理 期 的 荷 斯 坦 牛 肠 道 菌 群 在 门 水 


群 多 样 性 也 随 之 增加 。 高 凤 等 四 研究 了 荷 斯 坦 牛 哺乳 期 、 断 奶 期 、 育 成 期 、 青 年 期 、 泌 乳 


N 


上 保持 相对 稳定 ， 双 歧 杆 菌 属 (Bifidobacterium) 的 相对 丰 度 在 泌乳 期 显著 高 于 其 他 生长 


期 。 然 而 董 瑞 阳 中 研究 得 出 ， 在 同一 饲 粮 条 件 下 ， 奶 牛 不 同 生理 期 〈 泌 乳 期 与 干 奶 期 ) 对 


瘤 骨 微生物 菌 群 无 显著 影响 。 本 试验 采用 高 通 量 测 序 技 术 对 处 于 不 同 生 到 


牛 瘤 骨 细菌 多 样 性 进行 分 析 ， 为 揭示 瘤 骨 微 生物 区 系 与 奶牛 泌乳 性 能 的 关系 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 动物 


试验 动物 选 自 内 蒙古 呼和浩特 市 某 示 范 牧场 ， 分 别 选取 健 月 


状况 良好 ， 人 处 


LE 阶段 的 荷 斯 坦 奶 


转产 前 期 


( 产 前 7~15d) 、 泌 乳 前 期 (产后 30—55 dO 、 泌 乳 中 期 (产后 82—105 d) 和 泌乳 后 期 


(产后 153—181 d) 荷 斯 坦 奶 牛 各 4 头 ， 泌 乳 期 奶牛 产 奶 量 均 高 于 30 kg/d, 954 


4 一 5 风 ， 胎 次 为 3 一 4 胎 ， 同 一 组 内 ， 体 况 与 产 犊 日 期 接近 。 


F 的 年 龄 为 


C— 
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1.2 试验 设计 


本 试验 采用 单 因 素 完 全 随机 试验 设计 ，4 组 奶牛 分 别 用 工 组 ( 
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围 产 前 期 组 )、 开 组 (泌乳 


前 期 组 )、 贡 组 《泌乳 中 期 组 ) 和 组 (泌乳 后 期 组 ) 来 表示 。 奶 牛 自由 饮水 ， 分 群 饲养 ， 


EA TAME 3 次 ， 饲 喂 时 间 分 别 为 06:00、14:00 和 21:00， 各 个 阶段 的 奶牛 饲 粮 


牛 场 提供 ， 


以 全 混合 日 粮 (total mixed rations, TMR) 的 方式 饲 喂 给 奶牛 ， 有 具体 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 


见 表 1。 
表 1 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 干 物质 基础 ) 

Table 1 Composition and nutrient levels of diets (DM basis) 
项 目 组 别 Groups 
Items I II M 
原料 Ingredients 
青贮 Silage 1994 2213 28.06 
H0 Ef f& Ht Imported alfalfa grass 19.11 13.85 
国产 首 蒂 草 Domestic alfalfa grass 
进口 燕麦 草 Imported oats grass 16.58 5.03 
国产 燕麦 草 Domestic oat grass 0.73 
羊 草 Leymus chinensis 26.53 
谷 草 Valley grass 6.63 
姑 产 期 精 补 料 Prenatal period concerntration”’ 30.32 
泌乳 期 精 补 料 Lactation concerntration" 53.73 57.36 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels?’ 
泌乳 净 能 NEL(MJ/kg) 6.28 6.85 6.92 


% 


26.59 


12.21 


12.21 


45.16 


100.00 


6.61 
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粗 蛋 白质 CP 15.00 1691 17.38 15.26 
中 性 洗涤 纤维 NDF 32.18 28.91 28.69 30.22 
钙 Ca 0.99 0.87 0.76 0.75 
总 磷 TP 0.46 0.43 0.49 0.48 


V 精 补 料 由 牧场 所 属 公司 集团 统一 提供 。Concentrations were provided by the company which owning this 


pasture. 


2 泌乳 净 能 为 计算 值 ， 粗 蛋白 质 、 中 性 洗涤 纤维 、 钙 和 总 磷 为 实测 值 。NEr was a calculated value, while CP, 


NDF, Ca and TP were measured values. 


饲 粮 营养 水 平 中 的 泌乳 净 能 根据 饲 粮 各 成 分 的 泌乳 净 能 和 其 配方 比例 计算 得 出 ， 其 中 


精 饲料 的 泌乳 净 能 由 牛 场 提 供 ， 粗 饲料 的 泌乳 净 能 参考 NRC(2001) 回 。 其 余 营 养 水 平 参照 


《饲料 分 析 及 饲料 质量 检测 技术 》 《第 3 版 ) 由， 使 用 KOM-A2000i 型 全 自动 纤维 分 析 仪 


(美国 ) 测定 中 性 洗涤 纤维 (NDF) 含量 ; 使 用 ZDDN-II 型 全 自动 凯 氏 定 氮 仪 (浙江 托 普 


云 农 科技 股份 有 限 公 司 ) 测定 粗 蛋 白质 〈CP) 含量 ;使 用 m1900S 型 紫外 可 见 分 光 光 度 计 


《上 海 谱 元 仪器 有 限 公 司 ) 测定 总 磷 CTPO 含量 ;采用 高 锰 酸 钾 滴 定 法 测定 钙 〈Ca) 含 


lim] 


二 


1.3 样本 采集 


fr 2017 年 6 月 中 旬 晨 饲 后 6 通过 口腔 采样 器 采集 瘤胃 食 廉 ， 经 过 4 层 纱 布 过 滤 ， 保 


留 滤液 ， 用 于 测定 瘤 骨 发 酵 参 数 与 瘤 骨 细菌 菌 群 多 样 性 。 


1.4 瘤 骨 发 酵 参 数 的 测定 


pH 的 测定 使 用 PHS-3S 型 高 精度 酸度 计 ， 于 瘤 骨 食 糜 采集 后 立即 测定 ， 氨 态 氮 〈NHs3- 


NO. REBT GR SON TT AME; MCP 浓度 参照 Bradfordt 的 方法 测定 ， 挥 发 性 脂肪 


Kg CVFAO 浓度 参照 秦 为 琳 呈 的 方法 测定 。 


1.5 瘤 角 细菌 菌 群 多样 性 的 测定 


1.5.1 DNA 提取 和 PCR 扩 增 


根据 E.Z.N.A.® soil 试剂 盒 (Omega Bio-tek 人 公司， 美国) 说 明 书 进行 总 DNA Ht, DNA 


浓度 和 纯度 利用 NanoDrop2000 进行 检测 ， 利 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 DNA 提取 质量 ; 


用 338F/806R 引物 对 V3~V4 可 变 区 进行 PCR 扩 增 。 扩 增 程序 为 : 95 'C TAE 3 min, 27 


个 循环 (95 “CARPE 305, 55 CEK 30s, 72 C3 30s) ， 最 后 72 人 延伸 10 min (PCR 


仪 : ABI GeneAmp® 9700 型 ) 。 扩 增 体 系 为 20 uL, 4 uL 5xFastPfu 缓冲 液 ，2 uL 2.5 


mmol/L dNTPs, 0.8 uL 引物 (5 umol/L) , 0.4 uL FastPfu 聚合 酶 ，10 ng DNA 模板 。 


表 2 测序 分 析 采 用 的 引物 信息 


Table 2 Information of primer for sequencing analysis 


项 目 上 游 引 物 下 游 引 物 扩 增 长 度 退火 温度 
Annealing 
Item Forward primer Downward primer Amplification length/bp 


temperature/'C 


细菌 


ACTCCTACGGGAGGCAGCAG GGACTACHVGGGTWTCTAAT 468 55 


Bacterial 


1.5.2 Illumina Miseq PE300 平台 测序 


使 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 回 收 PCR 产物 ， 利 用 AxyPrep DNA Gel Extraction Kit (Axygen 


Biosciences 公司 ， 美 国 ) 进 行 纯化 ，Tris-HCI 洗 脱 ，2% 琼 脂 糖 电 泳 检 测 。 利 用 QuantiFluor™- 


ST (Promega 公司 ， 美 国 ) 进 行 检测 定量 。 根 据 Illumina MiSeq PE300 平台 dllumina 公司 ， 美 


H 


习 ) 标 准 操作 规程 将 纯化 后 的 扩 增 片段 构建 PE 2x 300 的 文库 ， 并 利用 Tllumina Miseq PE300 


平台 进行 测序 〈 上 海 美 吉 生 物 医药 科技 有 限 公司 ) 。 


1.5.3. 数据 处 理 
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原始 测序 序列 使 用 Trimmomatic 软件 质 控 ， 使 用 FLASH 软件 进行 拼接 。 使 用 


UPARSE 软件 根据 97% 的 相似 度 对 序列 进行 分 类 操作 单元 (OTU)〉 聚 类 。 使 用 UCHIME 软 


Jt El Es e cr PR. RII RDP classifier 对 每 条 序列 进行 物种 分 类 注释 ， 比 对 Silva 数据 库 


(SSU123) , WEE BI 7096. 


1.6 数据 统计 与 分 析 


M 


Im- 


测 得 的 数据 采用 SAS 9.0 软件 的 GLM 程序 进行 单 因素 方差 分 析 ， 多 重 比较 采用 


Duncan 氏 法 ， 以 P«0.05 作为 差异 显著 性 判定 标准 。 


2 结果 


2.1 不 同 生理 阶段 奶牛 瘤 骨 发 酵 参 数 


不 同 生 理 阶段 奶牛 瘤胃 发 酵 参 数 见 表 3。 工 组 奶牛 瘤胃 pH 显著 高 于 工 、 区 组 (< 


0.03)， 与 工 组 无 显著 差异 (P>0.05) Il. III. VANTE% C(P>0.05) 。 各 组 


奶牛 瘤胃 NHa-N 浓度 无 显著 差异 (P>0.05) 。 工 组 奶牛 瘤 肯 MO IKEE RR DH. I. 


W(P<0.05), LARS AFAR. WAP<0.05), III. VACHE BER CP 


0.05) 。 工 组 奶牛 瘤胃 乙酸 、 丁 酸 、 总 挥发 性 脂肪 酸 CTIVFA) 浓度 和 乙酸 / 丙 酸 显著 高 于 


II. III, IVAB(P«0.05). 5s, IAPAA FS TIERE S ECT TL. TII. IVAB (P — 


0.05). 


比较 不 同 泌乳 期 奶牛 瘤胃 VFA 浓度 变化 时 发 现 ， 区 组 奶牛 瘤 骨 乙酸 浓度 和 乙酸 /两 酸 


Eu 
mE 
ay 


TII. IHI(P-—0.05), II. IIIZEZz [R76 SEE AER (P>0.05) 。III 组 奶牛 瘤胃 丙 酸 浓 


3x2 p 


度 显 著 高 于 以 组 (P<0.05)， 与 开 组 无 显 音 差异 (P>0.05) ，IV、 开 组 之 间 无 显著 差异 CP 


>0.05) . MADFA T ERTK BE SEEK T II. IVZR(P—0.05), II. IVIRZ RITE REESE 


(P>0.05) . II. HI. WAZA 857FJ88 TVFA 浓度 无 显著 差异 (P>0.05)。 


表 3 不 同 生理 阶段 奶牛 瘤胃 发 酵 参 数 


Table 3 Rumen fermentation indexes of dairy cows in different physiological phases 


C— 


项 目 组 别 Groups P fü 


SEM 
Items I II II IV P-value 
pH 6.61* 6.23% 5.94^ 6.089 — 0.12 0.028 9 
ASA NHs-N/(mg/dL) 10.87 12.67 12.91 11.03 0.62 0.072 9 
微生物 蛋白 MCP/(mg/dL) 54.64 42.28 35.0 35.4: 127 <0.0001 
乙酸 Acetic acid/(mmoL/L) 23.19% 16.82 15.95° 19.47" 0.68  <0.0001 
丙 酸 Propionic acid/(mmoL/L) 7.36 1131* 1217 . 9.78 053 0.000 8 
TER Butyric acid/(mmoL/L) 8.67* 5.75° 4.00* 530° 038 <0.000 1 


总 挥发 性 脂肪 酸 TVFA/(mmoL/L) 42.06? 37.50° 36.10° 37.24 1.39 0.046 2 


乙酸 /两 酸 Acetic acid/propionic acid 2.90* 1.38* 1.31° 2.00° 0.19 0.000 2 


司 行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) . FR 


同 。 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with 


the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 


2.2 瘤 骨 细 苗 高 通 量 测 序数 据 质 量 控制 与 样品 多 样 性 指数 


测序 数据 经 过 质量 控制 后 ， 各 组 瘤 骨 细 菌 的 Clean reads 数目 、OTU 数目 以 及 物种 多 样 


Tr 


性 指数 见 表 4。 本 试验 从 16 个 样本 中 共 得 到 871 196 条 高 质量 的 细菌 16S rRNA. 基因 序 


列 ， 每 个 样本 的 平均 Clean reads Xt H 73 54 4430， 各 组 间 无 显著 差异 (P>005) 。 平 均 


H 


OTU 数目 为 1039， 其 中 工 组 OTU EH SE i T IE. DI. WAP<0.05), Awe ad 


hi 


III. V (P<0.05) , III. VAZ IEZ (P>0.05) . ARXAUS e B UJ BRL 


达到 了 0.99， 满 足 后 续 分 析 要 求 。 工 组 Ace 指数 与 Chaol HM AT Il. HI. IVZH(P— 


0.05)， 工 组 显著 高 于 II、IV 组 (P<0.053)，II 组 又 显著 高 于 区 组 (P<0.05)。 各 组 香农 指数 的 


变化 规律 与 OTU KA MZ RA, BU TL ASF I. HI. VA CP<0.05) ， 开 组 又 
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显著 高 于 II、IV 组 C(P<0.05) ， 而 II、IV 组 之 间 无 显著 差异 C(P>0.05) 。 工 组 辛普森 指 


Rib SRF II. HI. IVZH(P«—0.05) Il. II. WAZMEBSAR (P>0.05) 。 


表 4 瘤胃 细菌 高 通 量 测序 质量 控制 与 样品 多 样 性 指数 


Table 4 Rumen bacteria high-throughput sequencing quality control and diversity index of 


samples 
项 目 组 别 Groups P 值 
Items REM 
I I TIT IV P-value 


Clean reads 数 Clean reads 


57 566 53 838 55911 50484 3196 0.5403 


number 


分 类 操作 单元 数目 OTU 


1 5268 1 133° 790° 705° 34 <0.000 1 
number 
TE mi RE Coverage 0.99 0.99 0.99 0.99 0 0.079 7 
Ace 指数 Ace index 1694.63* 1 393.60° 1048.68: 900.864 30.61 «0.0001 
Chaol 指数 Chaol index 1716.43* 1419.0lb 1068.76° 918.434 34.64 «0.0001 
香农 指数 Shannon index 6.108 4,53» 3.76: 3.82: 0.18 «0.0001 
辛普森 指数 Simpson index 0.01° 0.078 0.108 0.4100 0.01 0.0010 


2.3 不 同 生理 阶段 对 奶牛 瘤胃 细菌 区 系 的 影响 


AR 5 可 以 看 出 ， 各 组 瘤 骨 细菌 在 门 水 平 物种 组 成 上 存在 差异 ， 工 组 的 优势 菌 门 为 拟 


杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) ， 而 I、II、IV 组 的 优势 菌 门 为 拟 杆菌 门 、 变 形 菌 门 和 厚 


m 


菌 门 。 此 外 ， 工 组 奶牛 瘤胃 细菌 中 的 拟 杆 菌 门 、SR1 细菌 、 蓝 菌 门 (Cyanobacteria) ~ 


柔 膜 菌 门 〈Tenericutes) ~ TM7 细菌 和 纤维 杆菌 门 CFibrobacteres). 的 相对 丰 度 显著 高 于 


II. II, IV% CP<0.05) ， 而 工 、IIT、IV 组 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 与 之 相反 ， I 


Al 


GIH 


AAAA Fd ZR ERE a EY SE E RUE SEIT A DEL. DII. VE (P<0.05) 。 各 组 


之 间 奶 牛 瘤胃 细菌 中 的 厚 壁 菌 门 的 相对 丰 度 无 显著 差异 CP>0.05) 。 


~— 


#5 HAZ 


门 水 平 上 的 物种 比例 〈 占 总 菌 比例 大 于 1%) 


Bst 


Table 5 Species proportion of rumen bacteria at phyla level (proportion of total bacteria higher 


than 196) 

JW H 组 别 Groups 

SEM 
Items I II Il IV 
拟 杆菌 门 Bacteroidetes 57.04" 33.20^ 34.77 30.26° 2.27 
变形 菌 门 Proteobacteria 4.13? 41.39a 42.23" 42.64? 1.55 
厚 壁 菌 门 Firmicutes 27.87 22.62 23.62 24.44 2.53 
SR1 2.332 0.31° 0.22° 0.28? 0.12 
蓝 菌 门 Cyanobacteria 1.58a 0.43° 0.27° 0.73° 0.16 
柔 膜 菌 门 Tenericutes 1.488 0.43? 0.28? 0.33? 0.14 
TM7 1.23? 0.37? 0.225 0.43° 0.09 
纤维 杆菌 门 Fibrobacteres 1.23° 0.20° 0.09° 0.10° 0.04 


P 值 


P-value 


<0.000 1 


<0.000 1 


0.5108 


<0.000 1 


0.000 4 


0.000 1 


<0.000 1 


<0.000 1 


从 表 6 可 以 看 出 ， 各 试验 组 瘤 角 细菌 在 科 水 平 物种 组 成 上 存在 差异 ，[ 组 的 优势 菌 科 


为 普 雷 沃 氏 菌 科 (Prevotellaceae ) , m IL. HI. IV 4H Bf] DA Psp b 73 3 A HR SC E d 


1 3 
H 


下 


(Succinivibrionaceae) 和 普 雷 沃 氏 菌 科 。 工 组 奶牛 瘤胃 细 


H 


HAREP B RR 


(Ruminococcaceae) 、 理 研 菌 科 (Rikenellaceae) 、BS11 细菌 、RF16 细菌 、SR1 细菌 、 


Gastranaerophilales、 克 里 斯 滕 森 菌 科 CChristensenellaceae) 、TM7 细菌 、RF9 4 


杆菌 科 CFibrobacteraceae) MFA Sa FIL. HI. VA CP<0.05) ， 与 之 相反 ， I 


AV iy AN 人 人 甘 
aX IVE 1 F 
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组 奶牛 瘤胃 细菌 中 琥珀 酸 弧 菌 科 、 毛 螺 菌 科 (Lachnospiraceae ) 和 韦 荣 球菌 科 


(Veillonellaceae) 的 相对 丰 度 显著 低 于 、II、IV 组 CP<0.05) 。 工 组 奶牛 瘤胃 细菌 中 丹 


毒 进 菌 科 (Erysipelotrichaceae ) 的 相对 丰 度 显著 低 于 II、IV 组 C(P<0.05) Tfi S24-7 细菌 


的 相对 丰 度 显著 高 于 II、IV 组 (P<0.05) 。 各 组 奶牛 瘤胃 细菌 中 氢 基 酸 球 菌 科 


CAcidaminococcaceae) 的 相对 丰 度 无 显著 差异 (P005). 


不 同 泌乳 期 比较 发 现 ， 工 、 匡 、 区 组 之 间 奶 牛 瘤 骨 细 菌 中 普 雷 沃 氏 菌 科 、 琥 珀 酸 弧 苗 


Fl. BWA BL. JR BL. CBARERIN BL. R16 细菌 、SR1 细菌 、 克 里 斯 腾 森 菌 科 、TM7 ZH 


菌 和 REO 细菌 的 相对 丰 度 无 显著 差异 C(P>0.05) 。 开 组 奶牛 瘤胃 细菌 中 理 研 菌 科 、S24-7 


细菌 、BS11 细菌 和 纤维 杆菌 科 的 相对 丰 度 显著 高 于 II、IV 组 C(P<0.05) ，II、IV 组 之 间 


差异 不 显著 (P>0.05) 。 与 此 相反 ， 开 组 奶牛 瘤胃 细菌 中 丹毒 进 菌 科 的 相对 丰 度 显著 低 于 


II、IV 组 CP<0.05) ，IIL、 区 组 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 此 外 ， 开 组 奶牛 瘤 骨 细菌 


中 Gastranaerophilales 的 相对 丰 度 与 II、 区 组 无 显著 差异 CP>0.05) ， 但 区 组 显著 高 于 工 


组 (P<0.05) 。 


表 6 瘤 骨 细菌 科 水 平 物种 组 成 〈 占 总 菌 比 例 大 于 1%) 


Table 6 Species proportion of rumen bacteria at family level (proportion of total bacteria higher 


than 1%) 
项 目 组 别 Groups P 值 
SEM 
It I II II IV P-value 
ems 
普 雷 沃 氏 菌 科 Prevotellaceae 41.400 28.38 30.64? 28.33 2.34 0.005 3 
琥珀 酸 弧 菌 科 Succinivibrionaceae 3.08° 41.238 42.142 42.51? 1.86 <0.000 1 


-E 13 fl BL Lachnospiraceae 7.82? 11.24* 10.94* 11.43* 0.84 0.031 5 


瘤胃 菌 科 Ruminococcaceae 13.80* 4.67^ 4.00° 4.54 0.50 — «0.0001 
韦 荣 球 菌 科 Veillonellaceae 0.91° 4.48 4.39 4.378 0.44 0.000 2 
HI AF} Rikenellaceae 5.06° 1.15> 0.34* 0.38* 0.19 «0.000 1 
丹毒 进 菌 科 Erysipelotrichaceae 0.73° 0.44> 2.563 2.878 0.29 <0.000 1 
824-7 2.42? 2.13? 0.96° 0.68^ 0.29 0.002 3 
BS11 3.367 0.69° 0.26° 0.29° 0.11 <0.000 1 
RF16 3.12? 0.40° 0.28? 0.24? 0.20 <0.000 1 
氨基 酸 球菌 科 Acidaminococcaceae 1.18 1.07 0.80 0.80 0.13 0.130 4 
SRI* 2.33* 0.315 0.22? 0.28? 0.12 <0.000 1 
Gastranaerophilales* 1,57 0.51 0.25* 0.67^ 0.13 «0.000 1 
克 里 斯 滕 森 菌 科 Christensenellaceae 1.878 O37" 0.18° 021^ | 0.00 «0.0001 
TM7* 1:23* 0.37° 0.22° 0.43° 0.09 <0.000 1 
RF9* 1.11? 0.37° 0.25? 0.29? 0.13 0.001 4 
纤维 杆菌 科 Fibrobacteraceae 123° 0.20° 0.09° 0.10° 0.04 — «0.0001 


* 表 示 细 菌 分 类 只 进行 到 了 门 、 纲 、 目 水 平 ， 在 科 水 平 未 分 类 。 


* mean that the taxonomy of bacteria only went to the level of the phyla, class and order, bacteria 


was not classified at the level of family. 


1 为 样本 OTU 水 平 偏 最 小 二 乘法 判别 分 析 (PLS-DA)， 样 本 点 的 空间 距离 代表 样本 


间 的 距离 。 由 图 可 知 ， 主 成 分 COMP1 和 COMP2 在 样品 差异 性 贡献 率 上 分 别 为 42.6% 和 


7.35%， 其 中 工 组 与 其 他 3 组 被 主 成 分 COMPI 所 分 开 ;， 开 组 与 II[、IV 组 被 主 成 分 COMP2 


所 分 开 ; HI 组 与 和 V 组 样本 具有 一 定 的 相似 性 。 
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图 1 瘤胃 细菌 OTU 水 平 PLS-DA 
Fig.1 PLS-DA of rumen bacteria at OTU level 


究 发 现 ， 反 刍 动 物 在 不 同 生理 阶段 瘤胃 细菌 的 多 样 性 和 丰 度 会 发 生 改 变 。 郭 伟 负 


研究 山羊 从 7 日 龄 到 1.5 岁 瘤胃 细菌 丰 度 与 多 样 性 变化 时 发 现 ， 山 羊 在 7 日 龄 时 瘤胃 细菌 


OTU% H. Chaol 指数 与 香农 指数 最 高 ， 即 物种 丰 度 与 多 样 性 最 高 ， 在 3 月 龄 时 香农 指数 


最 低 ， 在 1 岁 时 Chaol 指数 最 低 。 而 Jami 等 外 研究 发 现 ， 蓓 斯 坦 牛 从 1 日 龄 到 2 岁 瘤胃 细 


菌 OTU 数目 与 香农 指数 逐渐 增加 。 本 试验 通过 多 样 性 分 析 得 出 围 产 前 期 奶牛 瘤胃 细菌 的 


OTU 数目 、Ace 指数 、Chaol 指数 与 香农 指数 显著 高 于 泌乳 期 奶牛 ， 辛 普 森 指数 显著 低 于 


泌乳 期 奶牛 ， 这 可 能 


于 围 产 前 期 与 泌乳 期 饲 粮 组 成 与 营养 水 平 不 同 所 致 。 与 之 相 比 ， 奶 


| 
| 


牛 在 泌乳 期 各 个 阶段 的 饲 粮 组 成 与 营养 水 平 变 化 较 小 ， 尤 其 在 泌乳 前 期 与 泌乳 中 期 饲 粮 泌 


乳 净 能 (6.85 MJ/kg vs. 6.92 MJ/kg) 及 粗 蛋 白质 (16.91% vs. 17.38%)、NDF 含量 (28.91% vs. 


28.69%) 接 近 ， 但 泌乳 前 期 奶牛 瘤 骨 细菌 丰 度 指数 中 的 Ace 指数 和 Chaol 指数 以 及 多 样 性 指 


数 中 的 香农 指数 却 显著 高 于 泌乳 中 期 奶牛 ， 这 可 能 与 奶牛 在 不 同 泌乳 阶段 体内 激素 水 平 不 


m 


同 有 密切 的 关系 。 此 外 ， 通 过 综合 分 析 奶 牛 各 生理 阶段 营养 水 平 与 瘤 骨 MOP 浓度 的 变化 规 
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" 


律 可 以 看 出 ， 奶 牛 在 泌乳 前 期 与 泌乳 中 期 营养 水 平 接近 ， 但 泌乳 前 期 瘤胃 MCP YE ES 


于 泌乳 中 期 ， 这 表明 泌乳 阶段 的 改变 会 影响 奶牛 瘤胃 微生物 区 系 。 


反刍 动物 在 不 同 生理 阶段 瘤胃 细菌 组 成 存在 较 大 差异 。 郭 伟 欠 研究 山羊 从 7 日 龄 到 1.5 


岁 瘤 骨 细 菌 组 成 结构 变化 时 发 现 ， 拟 杆菌 门 的 相对 丰 度 先 逐 渐 升 高 ， 后 逐渐 下 降 ， 最 后 趋 


于 平稳 ， 而 变形 菌 门 相 对 丰 度 的 变化 趋势 与 之 相反 ， 厚 壁 菌 门 的 相对 丰 度 无 显著 差异 。 


Jami 等 外 研究 指出 ， 荷 斯 坦 牛 从 1 日 龄 到 2 岁 瘤 骨 细菌 拟 杆菌 门 的 相对 丰 度 逐渐 升 高 ， 变 


SW 


菌 门 的 相对 丰 度 逐渐 降低 ， 厚 壁 菌 门 的 相对 丰 度 先 降 低 后 升 高 。 家 冀 在 妊娠 阶段 由 于 子 


宫 的 生长 会 影响 骨 动 力 以 及 肠 道 运动 ， 引 发 胃 肠 道 功能 紊乱 中 ， 骨 肠 道内 的 微生物 组 成 结 


构 也 随 之 发 生 改 变 。 研 究 表 明 ， 随 着 动物 妊娠 的 进行 ， 肠 道 细菌 的 多 样 性 随 之 降低 11%191。 


Kong 等 09 研 究 环 江 香 猪 在 不 同 妊 娠 阶段 肠 道 细菌 组 成 时 发 现 ， 随 着 妊娠 的 进行 ， 肠 道 细菌 


中 棒状 杆菌 属 、 不 动 杆 菌 属 与 Allobaculum 细菌 的 相对 丰 度 显著 降低 。 但 也 有 证 据 表明 ， 动 


物 在 某 些 特定 的 生理 阶段 之 间 肠 道 细菌 组 成 差异 较 小 。Koren 等 (5 研究 表明 ， 女 性 在 妊娠 


前 3 个 月 肠 道 细菌 组 成 与 未 妊娠 期 十 分 接近 。Jost 等 0 研究 指出 ， 女 性 妊娠 晚期 与 泌乳 早 


期 肠 道 微生物 组 成 差异 很 小 。 本 试验 得 出 奶牛 在 不 同 生 理 阶 段 瘤胃 细菌 优势 菌 门 为 拟 杆菌 


门 、 变 形 菌 门 和 厚 壁 菌 门 ， 且 厚 壁 菌 门 的 相对 丰 度 在 各 个 生理 阶段 无 显著 变化 ， 此 结果 与 


郭 伟 负 研究 结果 相似 。 泌 乳 期 各 个 阶段 瘤胃 细菌 组 成 十 分 接近 ， 此 结果 与 Koren 等 0 研究 


结果 相似 。 


饲 粮 结构 的 改变 将 直接 影响 奶牛 瘤 骨 细菌 的 组 成 。 前 人 研究 表明 ， 随 着 饲 粮 精 料 比例 


的 提高 ， 纤 维 降 解 菌 和 真菌 数量 逐渐 减少 ， 当 精 料 增加 到 一 定 比例 时 ， 瘤 胃 内 的 低 pH 环 


境 会 使 纤维 降解 菌 的 生长 受到 抑制 05199。Mao 等 上 0 研究 表明 ， 在 饲 喂 高 精 料 饲 粮 的 奶牛 瘤 


骨 内 ， 厚 壁 菌 门 和 放 线 菌 门 细菌 的 比例 则 较 高 ， 而 变形 菌 门 和 拟 杆菌 门 细 菌 的 比例 较 低 。 


Kocherginskaya 等 上 研究 得 出 ， 在 高 精 料 饲 粮 条 件 下 ， 奶 牛 瘤胃 细菌 中 的 变形 菌 门 占据 优 


势 地 位 。 林 波 等 乓 比较 研究 了 饲 喂 全 粗 料 、 低 精 料 和 中 等 精 料 的 水 牛 瘤 骨 细 菌 组 成 差异 ， 


C— 
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结果 表明 随 着 精 料 比例 的 增加 ， 瘤 胃 细 菌 中 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 的 相对 丰 度 随 之 增加 ， 而 


拟 杆 菌 门 的 相对 丰 度 随 之 降低 ， 在 科 的 水 平 上 ， 随 着 精 料 比例 的 增加 ， 普 雷 沃 氏 菌 科 、 毛 


螺 菌 科 和 瘤胃 球菌 科 的 相对 丰 度 随 之 升 高 。 在 本 试验 中 ， 泌 乳 期 奶牛 瘤胃 细菌 在 门 水 平 上 


相对 丰 度 最 高 的 是 变形 菌 门 ， 这 与 前 人 的 研究 报道 相 一 致 。 此 外 ， 泌 乳 期 奶牛 与 围 产 前 期 


奶牛 相 比 ， 瘤 胃 细 菌 中 变形 菌 门 的 相对 丰 度 显著 升 高 ， 拟 杆菌 门 的 相对 丰 度 显著 降低 ， 此 


结果 表明 在 泌乳 期 高 精 料 的 饲 粮 条 件 下 ， 利 于 变形 菌 门 细菌 繁殖 ， 不 利于 拟 杆 菌 门 细菌 繁 


Ex 


。 在 科 的 水 平 上 ， 本 试验 中 奶牛 瘤 骨 内 普 雷 沃 氏 菌 科 是 各 个 生理 阶段 的 优势 菌 科 ， 且 其 


相对 丰 度 在 围 产 前 期 显著 高 于 泌乳 期 。 其 原因 可 能 是 普 雷 沃 氏 菌 科 中 含有 较 多 高 活性 的 半 
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量 较 高 ， 表 明 该 科 的 细菌 与 纤维 消化 密切 相关 ， 在 围 产 前 期 粗饲料 较 高 的 饲 粮 条 件 下 ， 该 


菌 科大 量 繁殖 。 而 泌乳 期 奶牛 瘤胃 细菌 中 琥珀 酸 弧 菌 科 的 相对 丰 度 显著 高 于 围 产 前 期 ， 原 


可 能 是 琥珀 酸 弧 菌 科 中 存在 较 多 淀粉 降解 菌 和 和 蛋白质 降 解 菌 ， 可 在 高 精 料 饲 粮 条 件 下 大 


Hu 
p 
i 


A 


结论 


奶牛 从 围 产 前 期 进入 到 泌乳 期 ， 瘤 骨 细 菌 多 样 性 显著 降低 ， 泌乳 期 各 阶段 瘤 骨 细菌 组 


成 差异 较 小 。 
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Rumen Bacteria Diversity in Holstein Dairy Cows at Different Physiological Phases 
LI Zijian! LI Dabiao" GAO Min? WANG Dian? LAN Rubing? 
(1. College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China;2. 
Animal Nutrition Institute, Agriculture and Animal Husbandry Academy of Inner Mongolia, 


Hohhot 010031, China; 3. Inner Mongolia Youran Co. Ltd., Hohhot 010107, China) 


Abstract: This study aimed at investigating the rumen bacterial diversity in Holstein dairy cows at 
different physiological phases. Sixteen cows were chose and divided into 4 groups according to 
their physiological phases which were early prenatal phase, early lactation phase, medium 
lactation phase and late lactation phase. Collecting the fluid phase of ruminal fluid to determined 
the rumen fermentation parameters and extracted the rumen microbial DNA. The Illumina Miseq 
PE300 platform was used to determine the rumen bacterial composition. The results showed as 
follows: 1) the concentrations of microbial protein, acetic acid, butyric acid and total volatile fatty 
acid and acetic acid/propionic acid in rumen of cows in early prenatal phase were significantly 
higher than those in lactation phase (P « 0.05), the rumen propionic acid concentration cows in 
early prenatal phase was significantly lower than that in lactation phase (P « 0.05). 2) At the level 
of phyla, the dominant bacteria in rumen of cows in early prenatal phase were Bacteroides and 
Firmicutes, the dominant bacteria in rumen of cows in lactation phase were Bacteroidetes, 
Proteobacteria and Firmicutes. The relative abundances of Bacteroidetes, SRI bacteria, 
Cyanobacteria, TM7 bacteria, and Fibrobacter in rumen of cows in early prenatal phase were 
significantly higher than those in lactation phase (P < 0.05), while there was no significant 
difference among all lactation phases (P > 0.05). In contrast, the relative abundance of 
Proteobacteria in rumen of cows in early prenatal phase was significantly lower than that in 
lactation phase (P < 0.05). 3). At the level of family, the dominant bacteria in rumen of cows in 
early prenatal phase were Prevotellaceae, while the dominant bacteria in rumen of cows in 
lactation phase were Succinivibrionaceae and Prevotellaceae. The relative abundances of 
Prevotella, Ruminococcaceae, Rikenellaceae, BS11 bacteria, RF16 bacteria, SRI bacteria, 
Gastranaerophilales, Christensenellaceae, TM7 bacteria, RF9 bacteria and Fibrobacteria in rumen 
of cows in early prenatal phase were significantly higher than those in lactation phase (P « 0.05). 
The relative abundances of Succinivibrionaceae, Lachnospiraceae and Veillonellaceae in rumen of 
cows in early prenatal phase were significantly lower than those in lactation phase (P « 0.05). In 
conclusion, the diversity of rumen bacteria in dairy cows significantly decrease from early 
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prenatal phase to lactation phase, but there is little difference in the composition of rumen bacteria 


among all lactation phases. 
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